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１. はじめに
妊娠中の糖尿病の発症には､ 妊娠をきっかけに初
めて発症を認められる妊娠糖尿病と妊娠前から糖尿
病を発症している女性が妊娠した場合の糖尿病合併
妊娠の２種類がある｡ 糖尿病合併妊娠における周産
期死亡のなかでは､ 先天奇形によるものが依然とし
て最も頻度が高くなっている｡ これは妊娠初期の血
糖コントロール不良により､ ブドウ糖､ ケトン体､
アミノ酸およびこれらの中間代謝産物などが増加し､
催奇形因子となり初期胚に悪影響を及ぼし､ 奇形の
発生に強く関連していると考えられている｡ 糖尿病
妊婦は､ 近年管理が徹底されるようになってきたも
のの､ 正常者に比較してやはり３倍程度の奇形児の
出産が確認されている1)｡ その奇形児の発生する原
因としては､ 糖尿病による過血糖血症､ 低血糖血症､
過ケトン血症が原因であるとする研究2-5)､ DNAや遺
伝子の突然変異によるとする研究6-7)､ 代謝異常によ
るとする研究8-10)､ さらに胚培養による研究11-15)など､
様々な観点からの研究結果が報告されている｡
我々もまた､ この奇形児の発生や妊娠中の母体環
境が仔の疾患発症に及ぼす機構を明らかにするため
に､ 自然発症糖尿病 (NOD) マウスを用いて発生工
学的あるいはまた組織学的に検索を続けてきてい
る16-25)｡ 発生工学的な解析により､ 糖尿病を発症し
ないICRマウスの受精卵を糖尿病発症NODマウスの子
宮に移植して得た仔において､ 奇形仔の発生が高率
にみられた｡ 一方､ 糖尿病発症NODマウスから得ら
れた受精卵を､ 糖尿病を発症しない環境のICRマウ
スの子宮に移植して得た仔にも､ 奇形仔が認められ
た｡ したがって､ 最も奇形発生頻度が高い器官形成
期のみならず､ それ以前の着床前の胚においても､
遺伝的素因のみならず糖尿病環境の影響が強く示唆
された16)｡ また､ NODマウスにおける着床前期およ
び後期の胚の染色体分析を行った結果､ 染色体異常
と奇形児との関係が強く示唆され17-20)､ やはり､ 器
官形成期およびそれ以前の母体環境の影響が強く示
唆された｡
奇形児には染色体異常のうち､ 数的異常の頻度が
高いことが確認され21)､ その数的異常の原因として､
染色体の仁形成部位が連結することにより娘細胞に
染色体が均等に分離しないという現象が考えられる｡
これらの染色体異常の起こる原因として､ 糖やケト
ン体の影響が考えられるため､ 本研究では､ 糖やケ
トン体が仁形成という現象にどのように影響してい
るかを､ 培養細胞を用いた単純な実験系で検討した｡
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２. 材料と方法
１) マウス初期胚の培養
本研究においては､ 比較的安定して受精卵から胚
盤胞まで培養可能な系統であるB6C3F1マウスを用い
た19)｡ B6C3F1マウスは島根大学医学部実験動物施設
で飼育､ 維持されたものを用いた｡
生後8-15週令のB6C3F1マウス (日本クレア) の発
情メスと成獣オスとを交配させた｡ 翌日膣栓を確認
した雌マウスの卵管を摘出し､ １mg/mlのヒアルロ
ニダーゼ溶液を入れたホールグラス内にて卵管膨大
部を切り受精卵を採取し､ 洗浄した後､ 受精卵のみ
を採取して培養０日とした｡ 受精卵は第２極体の放
出を指標として採取した｡ 採取した受精卵は､ シャー
レ中のパラフィンオイルで覆われた培養液中にマイ
クロピペットを用いて移し､ 培養した｡ 培養液はMo
dified Whitten's Mediumを用い､ 初期胚培養用混
合ガス中 (５% O2, ５% CO2, 90% N2)､ 37℃で４日
間培養した｡ ２細胞期の発生停止を克服するために､
100 μM EDTAおよびβ-メルカプトエタノールを添
加した｡
糖尿病環境にするために､ Sadlerら12)およびShum
& Sadler13)の報告を参考にして､ 糖として300 mg/
dl D(＋)-Glucose (和光純薬製)､ ケトン体として
32 mＭ DL・β・hydroxybutyric acid (DL・β・O
HB､ シグマ製)を培養液中に添加した｡ 糖＋ケトン
体､ 糖のみ､ 無添加の３群において､ 染色体分析を
行った｡
なお､ 有意差検定にはｔ検定を用い､ いずれも５
％水準を有意とした｡
２) マウス初期胚の染色体標本の作製
マウス初期胚の染色体標本作成法25, 26)にしたがっ
て処理､ 染色体分析を行った｡ すなわち､ 培養３日
目の桑実胚から初期胚盤胞まで発生した胚の染色体
分析は次の方法で作成した｡
①標本作製の２-３時間前にコルセミド処理を行う｡
②プロナーゼを用いて透明帯を軟化させる｡
③60％仔ウシ血清を用いて低張処理をする｡
④固定液A (ethanol:acetic acid:D.W.= 5 : 4 : 1)
で卵を穏やかに固定する｡
⑤固定液B (ethanol:acetic acid = 3 : 1) により
卵の完全固定を行う｡
⑥空気乾燥する｡
⑦ギムザ染色または各種染色を行う｡
胚盤胞の染色体標本の作製についても､ 同様の方法
で行った｡
３. 結果
培養した初期胚は､ 膣栓形成を０日とすると１日
目に２細胞期､ ２日目に４細胞期､ ３日目に桑実胚
となり､ ４日間培養されて胚盤胞にまで発生した
(図.1)｡ 培養成功率においては､ 対照の無添加群は
76.8％､ 糖およびケトン体添加群は74.9％､ 糖添加
群は75.6％であり､ ３群の間に有意な差は無かった｡
これらの胚盤胞からは図２のような染色体標本が作
製された｡
染色体分析の結果は､ 表１に示す通りであった｡
糖およびケトン体添加群は､ 分析された胚は76であ
り､ そのうち24 (31.6％) に染色体異常が観察され
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図１ a)受精卵 b)培養４日目の胚盤胞
 
た (Fig.3)｡ 内訳は､ 数的異常を持つ胚は20 (26.3
％)､ 構造異常を持つ胚は４(5.3％) であった (図３)｡
また､ 糖単独添加群において､ 染色体異常が観察さ
れた胚は22 (30.6％)､ うち数的異常を持つ胚は18
(25.0％)､ 構造異常を持つ胚は４(5.6％) であった｡
また対照の無添加群においては､ 染色体異常が観察
された胚は16 (20.5％)､ うち数的異常を持つ胚は
14 (17.9％)､ 構造異常を持つ胚は２(2.6％) であっ
た｡ 糖およびケトン体添加群､ 糖添加群､ 対照の無
添加群の順に染色体異常の発生が多い傾向がみられ
たが､ ３群間に有意な差はなかった｡
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Total No. of
analyzed
embryos
Total No. of
abnormal cells
(%)
Structual
anomalies (%)
Numerical anomalies
Total
(%)
Aneuploidy
(%)
Polyploidy
(%)
300 mg/dl D(+)-Glucose
+32 mM DL・β・OHB
76 24 (31.6) 4 (5.3) 20 (26.3) 10 (13.2) 10 (13.2)
300 mg/dl D(+)-Glucose 72 22 (30.6) 4 (5.6) 18 (25.0) 8 (11.1) 10 (13.9)
Control 78 16 (20.5) 2 (2.6) 14 (17.9) 9 (11.5) 5 (6.4)
図２ 胚盤胞からの染色体標本
表１ 糖尿病環境下で４日間培養した胚における染色体異常の頻度
４. 考察
器官形成期以前の母体の糖尿病環境における糖や
ケトン体が､ 染色体異常にどのように影響している
かを､ 培養細胞を用いた単純な実験系で検討した｡
その結果､ 対照の無添加群､ 糖およびケトン体添
加群､ 糖添加群の各群において染色体異常の割合に
有意差は無かった｡ したがって､ 糖やケトン体の着
床前の初期胚への影響は､ 低いことが示唆された｡
また､ in vivoにおいて胚盤胞の染色体分析をした
舟木・美甘ら27)の報告によると､ 非糖尿病環境下に
おいて､ 染色体異常11.1％､ うち数的異常3.6％､
構造異常7.6％であり､ 本研究結果と比較すると､
本研究では､ ３グループともに数的異常の頻度が高
いことがわかる｡ 本実験の対照群と比較しても､ 本
実験の染色体異常の発生頻度が高いことから､ 初期
胚から胚盤胞までの培養においては､ 培養の影響も
鑑みる必要性が示唆された｡
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